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1.1 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms und Problemstellung 
 
Das kolorektale Karzinom weist eine ansteigende Inzidenz von zur Zeit etwa 30-60 auf 
100.000 Einwohner pro Jahr in Deutschland auf. Es gehört mit dem Bronchialkarzinom 
und dem Mamakarzinom zu den häufigsten Malignomen weltweit (20). Die Mortalität ist in 
den letzten 50 Jahren nicht wesentlich gesunken (18). 
Die Inzidenzrate divergiert in verschiedenen ethnischen beziehungsweise rassischen 
Gruppen. Verglichen mit anderen US-Bürgern weisen beispielsweise Ureinwohner Alaskas 
eine hohe Rate an kolorektalen Karzinomen auf (62). Migrationsstudien konnten zeigen, 
dass das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken nicht ausschließlich 
genetisch bedingt ist, sondern durch exogene Faktoren wesentlich bestimmt wird. 
Dennoch lassen sich für nur etwa 25% aller Patienten mit kolorektalem Karzinom 
definierte Risikofaktoren eruieren. So spielen neben dem Alter langjähriger Nikotinabusus, 
körperliche Bewegung (92), das Körpergewicht, sowie Ernährungsfaktoren eine Rolle. Die 
Deutsche Gesellschaft für Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten (DGVS, 85) 
empfiehlt eine ausgewogene Ernährung, die insbesondere arm an Fleisch- und Fettkonsum 
sowie reich an Fasern ist (34, 42). Allerdings ist ein eindeutiger Zusammenhang zwischen 
exogenen Faktoren und dem Erkrankungsrisiko aus den derzeitigen Studien nicht ableitbar.  
Manifeste Karzinome treten 
• sporadisch auf,  
• als Folge von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen oder  
 7 
1. Einleitung 
• sind genetisch determiniert, was in dieser Studie nicht untersucht wurde.  
Zur ersten Gruppe gehören Patienten mit Adenomen sowie Verwandte von Patienten 
mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen. Bezüglich chronisch entzündlicher 
Darmerkrankungen gehört primär die Colitis ulcerosa zu dieser Gruppe. Das Risiko der 
Karzinomentstehung bei langjährigem Morbus Crohn ist noch unzureichend 
charakterisiert, aber geringer einzustufen.  
Zum Screening kolorektaler Karzinome werden verschiedene Verfahren eingesetzt. Eine 
kostengünstige, schnell und einfach durchzuführende Methode ist der Haemoccult®-Test 
(102). Es wird die Pseudoperoxidaseaktivität des Hämoglobins aus Fäzes nachgewiesen, so 
dass er bei Blutverlusten über 30 ml/ Tag in über 50 % positiv ausfällt. Der Haemoccult®-
Test weist eine relativ niedrige Spezifität mit falsch positiven Ergebnissen, zum Beispiel 
aufgrund von peroxidasehaltiger Nahrung (rohes Fleisch, frisches Obst, Gemüse) auf. Die 
Sensitivität bei Patienten mit kolorektalen Adenomen beträgt zwischen 20 und 40 %, bei 
manifesten Karzinomen 50 % (46) und ist deshalb unbefriedigend, da 40–50 % aller 
kolorektalen Neoplasien somit nicht durch den Haemoccult®-Test detektiert werden(46). 
Auch sind die Ergebnisse dieses Tests bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 
nicht verwertbar, da es hierbei zu Blutverlusten kommt, die mit der entzündlichen Aktivität 
und nicht mit möglichen Neoplasien im Zusammenhang stehen. Jedoch reduziert der 
Haemoccult®-Test bei regelmäßiger, konsequenter Anwendung die Mortalität um 23 % 
bei asymptomatischen Patienten (95). 
Eine sensitivere Methode der Früherkennung stellt die Koloskopie dar. Mittels flexibler 
Sigmoidoskopie lässt sich die Mortalität um bis zu 80 % senken (64, 65, 67, 86). Vorteile 
dieser Untersuchung ergeben sich aus der Möglichkeit, die Schleimhaut exakt zu beurteilen, 
Gewebeproben an verschiedenen Stellen des Darms für die Histologie zu gewinnen und 
die prophylaktische Abtragung von Polypen durchzuführen. Das invasive Verfahren der 
Koloskopie und die unter Umständen entstehenden Schmerzen sowie die hierfür 
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notwendige Reinigung des Darms schränken die Bereitschaft und Akzeptanz, sich einer 
Darmspiegelung zu unterziehen, ein (8, 77). Eine genaue Indikationsstellung zur 
Koloskopie ist auch wegen der entstehenden hohen Kosten wichtig, da diese zu einer 
großen ökonomischen Belastung des Gesundheitswesens führen würden.  
Aufgrund von Haustrien und Windungen kann der Untersucher bei der Koloskopie 
Bereiche übersehen, in denen sich Adenome oder andere prämaligne Veränderungen 
befinden können, zum Beispiel eine „Dysplasia associated lesion or mass“ (DALM) bei 
Patienten mit Colitis ulcerosa. Etwa 15 % kolorektaler Adenome werden bei einer 
Koloskopie übersehen, insbesondere bei Patienten mit multiplen Adenomen (14, 79).  
Trotz der genanten Limitierungen ist die Koloskopie bei den chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen die wichtigste diagnostische Methode zur Karzinomprophylaxe. Die 
histologische Untersuchung von Gewebeproben ermöglicht eine Aussage über 
prämaligne Veränderungen der betroffenen Areale, weist jedoch folgende Erscheinungen 
auf: 
• es wird nur ein sehr geringer Anteil der gesamten Mukosa erfasst 
• die Biopsieentnahme erfolgt mit der Ausnahme makroskopisch suspekter Areale 
(DALM) rein zufällig 
• multifokal wachsende Dysplasien werden möglicherweise nicht erfasst  
• bei dem Nachweis einer Dysplasie kann an anderer Stelle bereits ein Karzinom 
vorliegen und 




Die therapeutische Möglichkeit eines invasiven Karzinoms ist durch die zur Zeit möglichen 
Therapieverfahren (verschiedene Operationstechniken, Chemotherapeutika, Radiatio bei 
Rektumkarzinomen) besser geworden. Die 5-Jahresüberlebensrate ist jedoch noch immer 
bei weitem nicht befriedigend, im UICC-Stadium II liegt sie knapp über 50 % und in den 
Stadien III sowie IV bei etwa 40 beziehungsweise 5 %. Insbesondere hat eine frühe 
Diagnosestellung einen signifikant günstigen Einfluss auf die Prognose von Tumoren und 
stellt den wichtigsten Schritt in der Primärprophylaxe dar.  
Da die Ergebnisse von bisherigen Screeningverfahren zur Erkennung von frühen- 
beziehungsweise Vorstadien von Darmkarzinomen Schwächen aufweisen und nicht 
ausreichend sensitiv und spezifisch sind, ist es erstrebenswert, andere diagnostische 
Methoden zu erforschen und zu etablieren. Molekularbiologische Verfahren könnten hier 
einen Ansatz als Ergänzung zu den bisherigen Methoden darstellen. Die Detektion von 
Mutationen der Protoonkogene und Tumorsuppressorgene, die in der Entstehung von 
Kolonkarzinomen eine wichtige Rolle spielen, können eine sinnvolle Ergänzung zu den 
bisherigen Methoden sein, da sie schon vor der Entwicklung zu einem invasivem 
Karzinom, wenn eine Dysplasie vorliegt, untersucht werden können. Dieses betrifft 
insbesondere sporadisch entstehende Polypen, bei denen keine Grundkrankheit eruierbar 













Das Adenom des Kolons ist im höheren Lebensalter relativ häufig (bei > 60jährigen in ca. 
20 % der Fälle). Zumeist treten solitäre Polypen auf, die im gesamten Kolon lokalisiert sein 
können, in den distalen Abschnitten jedoch am häufigsten zu finden sind.  
Adenome werden in tubuläre, tubulo-villöse und rein villöse Formen unterteilt. 75 % aller 
Kolonpolypen weisen makroskopisch eine glatte Oberfläche auf. Es besteht ein nur 
geringes Potential, maligne zu transformieren. Tubulo-villöse Adenome haben eine 
Häufigkeit von 15 %, weisen makroskopisch eine zottige Oberfläche auf und treten gestielt 
oder breitbasig in das Darmlumen hervor. Sie entarten häufiger als die rein tubulären 
Adenome. Das größte Karzinomriskiko geht von villösen Adenomen aus (114). Sie treten 
mit 10 % am seltensten auf und wachsen breitbasig mit einer zottigen Oberfläche.  
Von Bedeutung für das Entartungsrisiko ist neben der Histopathologie die Größe von 
kolorektalen Adenomen. Über 1 cm Größe sind villöse Adenome mit einem etwa vierfach 
erhöhten Karzinomrisiko assoziiert (9, 56, 72, 105). Auch bei multiplen Adenomen ist das 
Risiko, ein Karzinom zu entwickeln, deutlich (cirka sechsfach) gesteigert und auch 
Patienten mit resezierten Adenomen haben ein erhöhtes Risiko, ein weiteres Adenom oder 
ein Karzinom zu entwickeln (9, 72, 105).  
Da der makroskopische Aspekt nur bedingt eine Aussage über die Dignität der Polypen 
erlaubt, wird die Resektion in toto angestrebt. Das weitere Procedere richtet sich neben 
dem Dysplasiegrad beziehungsweise dem Nachweis eines Malignoms danach, ob die 
Exzision im Gesunden erfolgte und ob bereits eine Invasion in Lymphgefäße 
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stattgefunden hat. In Abhängigkeit von diesen Faktoren wird die Indikation zu einem 
chirurgischen Vorgehen beziehungsweise zu einer endoskopischen Nachkontrolle gestellt. 
Die Einnahme von nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAP) und Acetylsalicylsäure wirkt 
möglicherweise tumorprotektiv (91, 63) aufgrund induzierter Apoptose in 
Kolonadenomen, länger dauernder Ruhe im Zellzyklus (3) sowie Inhibition von potentiell 
karzinogenen, oxidativen DNA-Effekten und Reparatur von DNA-Schäden (5). Es gibt 
zwei Isoformen der Cyclooxygenase (31, 63). Während die Cyclooxygenase I für die 
Aufrechterhaltung der physiologischen Funktionen notwendig ist, ist die Cyclooxygenase II 
eine induzierbare Form, die wie die Prostaglandine (das Substrat der Cyclooxygenase) in 
erhöhter Konzentration in entzündlichem, prämalignem und malignem Gewebe 
nachzuweisen ist. Die Hemmung der Cyclooxygenase II scheint hier einen wichtigen 
Einfluss auf die Tumorgenesehemmung zu haben. Die Heraufregulierung der 
Cyclooxygenase II kann häufig bei vorliegenden Mutationen im ki-ras Gen gefunden 
werden, so dass diese Mutationen eventuell eine wichtige Rolle in der Induktion von 
Cyclooxygenase II spielt (31, 63). Klinische Untersuchungen zeigten, dass das nicht-
steroidale Antiphlogistikum Sulindac zu einer deutlichen Regression von Adenomen bei 









1.2.2 Langjährige chronisch entzündliche Darmerkrankungen 
 
Colitis ulcerosa (CU) 
Die Colitis ulcerosa ist eine Erkrankung des Dickdarmes mit kontinuierlicher Ausbreitung. 
Die Inzidenz schwankt zwischen 1 und 15 Erkrankten/Jahr auf 100.000 Einwohner. In 
Skandinavien sowie den USA bestehen die höchsten Inzidenzraten. Die Prävalenz der 
Colitis ulcerosa schwankt zwischen etwa 30 und 115 pro 100.000 Einwohner. 
Bei langjährigem Krankheitsverlauf besteht eine erhöhte Gefahr der malignen 
Transformation in ein kolorektales Karzinom (37, 55, 75). Patienten mit chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen und maligner Transformation weisen in der Regel ein 
jüngeres Alter als Patienten mit sporadischen kolorektalen Karzinomen auf. Das Risiko der 
malignen Transformierung hängt vom Alter bei Erstdiagnose, von der Dauer der 
Erkrankung, vom Ausmaß des Kolonbefalls (besonders gefährdet sind Patienten mit 
Pankolitiden und Patienten mit Befall des terminalen Ileums, sogenannter „backwash 
ileitis“), der Compliance, der Art und dem Ansprechen der Therapie und auch somit der 
Häufigkeit der entzündlichen Schübe ab. Während die distale Colitis ulcerosa kein erhöhtes 
Risiko birgt, besteht bei einer linksseitigen CU nach etwa 15 Jahren, bei der Pankolitis nach 
7–10 Jahren ein erhöhtes Risiko der malignen Entartung. Bei zusätzlicher primärer 
sklerosierenden Cholangitis ist das Risiko besonders hoch. Nach 25jährigem 
Krankheitsverlauf kann das mittlere Karzinomrisiko mit ca. 10 % angegeben werden (28, 
29, 36, 37, 47). Während frühere epidemiologische Angaben (1966-1990) noch von 
höheren Karzinomrisiken (40-50 %) bei Patienten ab 30 Jahren Krankheitsdauer CU 
sprachen, sind die heutigen Daten nach 30 Jahren Krankheitsdauer deutlich niedriger (9–16 
%). Gründe hierfür können sein, dass sich das Patientengut in den einzelnen Studien 
unterscheidet, dass der Anteil von voroperierten Patienten variiert und die Diagnose 
möglicherweise in einigen Fällen nicht zutreffend gestellt wird. Der wahrscheinlich 
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wichtigste Aspekt dabei ist jedoch die verbesserte medikamentöse Therapie. Der Einsatz 
von 5–Aminosalizylsäure-Präparaten wirkt möglicherweise durch antioxidative 
Eigenschaften und über die antiinflammatorische Aktivität tumorprotektiv. Die Hemmung 
der Cyclooxygenase scheint in diesem Zusammenhang eine untergeordnete Rolle zu 
spielen (3). Weitere Wirkungen, die nicht unmittelbaren Einfluss auf die Tumorgenese 
haben, sind die Hemmung der Lipoxygenase-Akivität von aktivierten neutrophilen Zellen, 
die Bildung der Zytokine Interleukin-1 und Interleukin-6 in der Darmmucosa, die Bildung 
der Interleukin-2-Rezeptoren und Hemmung des Plättchen-aktivierenden Faktors. 
 
Morbus Crohn (MC) 
Morbus Crohn assoziierte Karzinome können im gesamten Darmbereich auftreten. 
Ähnlich der Colitis ulcerosa spielt die kummulative Krankheitsdauer und die Summe aus 
Flächenausdehnung und Krankheitsjahren einen entscheidenden Faktor bei der 
Tumorgenese. Maligne transformierte Bereiche treten nicht selten in entzündlichen oder 
postentzündlichen Stenosen auf, wurden aber auch unabhängig von entzündlichen oder 
narbigen Veränderungen beschrieben. Aufgrund neuerer Untersuchungen wird das Risiko 
für die Entstehung eines Crohn assoziierten Kolonkarzinoms kontrovers diskutiert und 
einige Studien zeigen, dass kein signifikant erhöhtes Risiko besteht (41, 49). Ähnlich der 
Colitis ulcerosa hat sich aufgrund der verbesserten Diagnostik und Therapie das Risiko der 
Tumorgenese im Vergleich zu vergangenen Jahren wahrscheinlich verringert. In der 
überwiegenden Zahl an Untersuchungen liegt das Risiko unter 1 %, im Laufe des Lebens 







Histologisch werden Adenome und Gewebeproben von Patienten mit CED nach dem 
Dysplasiegrad beziehungsweise danach, ob eine Dysplasie besteht oder nicht, eingeteilt. 
Dysplasien sind Differenzierungsstörungen des Plattenepithels und stellen primär eine 
reversibel veränderbare, kontrollierte Zellproliferation dar, die den Präkanzerosen 
zuzuordnen sind. Sie sind definiert als eindeutige neoplastische Transformation des 
Epithels. 
Die Dysplasien der kolorektalen Adenome werden in zwei Grade eingeteilt. Bei 
geringgradigen Dysplasien sind die Veränderungen reversibel und meist Zeichen 
gesteigerter Regeneration. Es liegen Reifungsstörungen vor. Hochgradige Dysplasien 
stellen ein intraepitheliales Karzinom dar, in dem die Zellen entdifferenzieren. Hier findet 
sich innerhalb der Mukosa ohne Durchbruch der Muscularis mucosae eine Ansammlung 
von Drüsenschläuchen. Sobald die Lamina muscularis mucosae von den atypischen 
Drüsen durchzogen ist, liegt ein mikroinvasives Adenokarzinom vor (80). Dysplasien 
weisen auf ein bevorstehendes, aber noch nicht entstandenes Karzinom hin und sind als 
„Vorläufer“ dieser zu deuten. Klinisch können sie ein Hinweis auf ein andernorts bereits 
entstandenes Karzinom sein.  
Es ist vor wenigen Jahren zu einer Änderung der Nomenklatur bezüglich der Dysplasie bei 
chronisch entzündlichen Darmerkrankungen und bei kolorektalen Adenomen gekommen. 
Nach der alten Nomenklatur wurden die Dysplasien in drei Grade eingeteilt, geringgradige, 
mittelgradige und hochgradige Dysplasien. Jetzt werden bei den chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen zwei Kategorien unterschieden: keine und positive Dysplasien. Bei der 
initialen Dysplasie sind reguläre Zellkerne meist in der Basalhälfte der Zellen zu finden, bei 
der fortgeschrittenen Dysplasie zeigen sich verlängerte Zellkerne, meist im superfiziellen, 
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luminalseitigen Anteil der Zellen und es werden Hyperchromasien, Zellpleomorphismen 
und Verlust der Kernpolarität nachgewiesen. 
In weniger als 10 % werden histologisch dysplastische und makroskopisch gleichzeitig 
suspekte Bereiche, sogenannte „Dysplasia associated lesion or mass“ (DALM) bei 
Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen gefunden. Bei diesen meist 
erhabenen Arealen mit scharfen oder unscharfen Begrenzungen liegt in über 50 % der 
Fälle ein invasives Karzinom vor, weshalb bei den mit einem besonders hohem 
Karzinomrisiko assoziierten Veränderungen eine Proktokolektomie erfolgen sollte.  
Makroskopisch können Dysplasien unauffällig bleiben, wenn sie im Schleimhautniveau in 
Richtung Serosa wachsen („flat adenoma“). Bei der Koloskopie werden diese Bereiche 
häufig als unauffällig eingestuft. Im Rahmen der Karzinomprophylaxe werden in 
bestimmten zeitlichen Abständen alle 10-12 cm „Stufenbiopsien“, in der Regel vier 
Biopsien aus allen Quadranten (Colon ascendens, Colon transversum, Colon descendens, 
Sigma), entnommen, um eine möglichst genaue Aussage zur Histologie treffen zu können. 
Histologisch entsprechen die mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen assoziierten 
Karzinome meist gering differenzierten Adenokarzinomen. Patienten mit Colitits ulcerosa 
mit manifestem Karzinom weisen fast immer zusätzlich präkanzeröse Epithelläsionen auf, 
entweder am Rand invasiver Tumore oder multifokal, fern anderer dysplastischer Bereiche 
oder Karzinome. Colitis ulcerosa assoziierte Karzinome treten nicht selten an mehreren 
Stellen gleichzeitig auf, so dass Patienten mit Nachweis eines auffälligen Befundes mit 
histologisch gesicherter Dysplasie in der Regel kolektomiert werden müssen. 





1.4 Molekularbiologie  
 
1.4.1 Maligne Transformation 
 
Ein kolorektales Karzinom entwickelt sich aus Epitheldysplasien. Je nach Stadium können 
der histologischen „Adenom- (Dysplasie-) Karzinom-Sequenz“ molekularbiologische 
Veränderungen bestimmter Tumorsuppressor- oder Onkogene zugeordnet werden. Die 
mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen assoziierten Karzinome unterscheiden 
sich von den sporadischen auch in dieser Hinsicht.  
Die Tumorgenese von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen assoziierten 
kolorektalen Karzinomen verläuft wahrscheinlich nicht nach der Adenom-Karzinom-
Sequenz. Es ist insbesondere noch nicht bekannt, in welcher Reihenfolge bestimmte Gene 





1.4.2  Karzinogenese 
 
Bei der Entstehung von kolorektalen Karzinomen gibt es molekulargenetische 
Veränderungen, die von Bedeutung sind und eindeutig mit der Karzinogenese in 
Zusammenhang stehen (38). Durch Untersuchungen von Gewebeproben konnte eine 
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Reihe an genetischen Mutationen von dysplastisch bis maligne entarteten Arealen 
identifiziert werden. Der Tumorprogress kann nach einem Modell von Vogelstein in einen 
zeitlichen Ablauf durch die Art des Allelverlustes, beziehungsweise der Mutation von am 
Tumorprozess beteiligten Genen eingeteilt werden. Der Nachweis bestimmter 
molekulargenetischer Abweichungen von histologisch tumorfreiem Gewebe am Rand von 
Karzinomen, in dem Dysplasien bioptisch gesichert sind, und der Vergleich dieser mit 
Mutationen aus Anteilen mit karzinomatöser Entartung sowie longitudinale 
Beobachtungen von Arealen mit Dysplasien sind Grundlage dieses Modells (siehe 















Abbildung 1: Modell der Epithel-Dysplasie-Karzinomsequenz; bei der Karzinogenese ist 
eine schrittweise Inaktivierung von APC-, β-Catenin-, ki-ras-, DCC- und p53-Genen zu 
finden, wobei jeder bestimmte Allelvelust einen spezifischen Prozess in der Entstehung 
zum Malignom bedingt 
 
Molekularbiologisch findet sich in der frühen Phase eine Alleldeletion des APC-
Tumorsuppressorgens auf Chromosom 5q21. Über 70 % aller kolorektalen Karzinome 
und bis zu 90 % der Adenome weisen eine solche Mutation auf. Es ist für die Entwicklung 
der dominant vererbten „familiären adenomatösen Polyposis coli“ verantwortlich. Die 
Interaktion von APC mit dem Onkogen β-Catenin ist von entscheidender Rolle bei der 
frühen Entwicklung von Adenomen. Bei APC- und/oder β-Catenin-Mutation kommt es 
zu einer zytoplasmatischen Erhöhung von β-Catenin, da das APC-Protein dieses nicht 
mehr degradieren kann. Es folgt eine Migration zum Nucleus, so dass β-Catenin über die 
Interaktion mit den Transcriptionsfaktoren Tcf/Lef somit eine Induktion weiterer 
Faktoren wie c-myc und cyclin D zum Tumorprogress beiträgt (22, 82, 96, 97, 111). DNA-
Hypomethylierungen, die eine erhöhte Bereitschaft der Chromosomenbrüchigkeit 
bedingen, und Protoonkogenaktivierung des ki-ras- Gens führen zu einer gesteigerten 
Proliferation des Darmepithels. Dieser ras-Aktivierung wird eine frühe Rolle im Progress 
des Kolonkarzinoms zugeschrieben, und ki-ras-Mutationen werden zu 60 % bei 
Adenomen gefunden. Ein weiterer Allelverlust ist auf dem Chromosom 18q21 
beschrieben. Er betrifft das DCC-Gen (deleted in colorectal cancer), dessen Produkt für 
die Zelladhäsion verantwortlich ist. Der Verlust dieses Proteins verursacht eine Lockerung 
der interzellulären Bindung und Zell-Matrix-Bindung. Die fortschreitende 
Entdifferenzierung der hochgradigen Dysplasie geht auf einen Allelverlust des p53-Gens 
zurück, welches auf dem Chromosom 17p13 lokalisiert ist. Somit ist die Mutation des p53-
Gens eine spät eintretende Mutation in der Epithel-Dysplasie-Karzinomsequez (21, 81). 
Deletion in Allelen des p53-Tumorsuppressorgens erscheinen häufig bei Karzinomen (75 
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%), aber nur relativ selten in Adenomen (10 %), weshalb auf eine späte Inaktivierung 
dieses Gens in der Kolonkarzinogenese geschlossen wurde. Ferner spielen bei der 
Tumorgenese noch mehrere Faktoren, beispielsweise Mutationen der Onkogene c-erb- 
und c-myc und des MCC-Onkogens eine Rolle (109). Die Transformation von normaler 
Epithelzelle zur Metastase ist wohl durch eine Vielzahl von genomischer und zellulärer 
Veränderungen charakterisiert, Aberrationen von Wachstumsfaktoren, Matrix-
degradierenden Enzymen oder Zell-Adhäsionsrezeptoren. Von besonderem Interesse sind 
jedoch das Tumorsupressorgen p53 sowie das Protoonkogen ki-ras, die in der Adenom-
Karzinom-Sequenz die wichtigste Rolle spielen (11, 21, 43). Das komplexe Bild der 
schrittweisen Inaktivierungen einzelner Proteine variiert je nach Art des Tumors und trifft 
in der genannten Reihenfolge nicht zwingender Maßen für die chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen assoziierten Karzinome zu. So lässt sich p53 bei Colitis ulcerosa-
Patienten bereits in der frühen Phase der Karzinogenese, insbesondere in dysplastischen 
Veränderungen, nachweisen (115). 
Neben der Adenom-Karzinom-Sequenz gibt es Mikrosatellitenmarker, einen zweiten, 
unabhängigen Weg in der Entstehung kolorektaler Karzinome. Durch Mutationen in 
den Reparaturgenen entstehen bei der Zellteilung nicht mehr korrigierbare 
Basenfehlpaarungen, die an Stellen repetitiver kurzer DNA-Fragmente auftreten 
(sogenannte Mikrosatelliten). Trotz individueller Variation der Basenwiederholungen an 
einem bestimmten Locus ist die Länge der einzelnen Mikrosatellitenmarker in jedem 
Gewebe eines Individuums gleich. Bei Mikrosatelliteninstabilitäten bestehen Differenzen 
zwischen Normal- und Tumorgewebe. Mikrosatellitenmarker sind BAT25, BAT26, 
D5S346, D7S520 und D2S123. Besonderes Interesse bei kolorektalen Karzinomen 
besteht in bezug auf Mutationen im Gen BAT26, da es ein sensibler Marker für 
Mikrosatelliteninstabilitäten ist und am häufigsten unter den Mikrosatellitenmarkern 






Dem p53-Gen, das ein nukleäres Phosphoprotein mit einer molekularen Masse von 53.000 
Dalton und 393 Aminosäuren Länge codiert, werden viele Aufgaben in der Regulation des 
Zellzyklus zugeschrieben. Es greift in Prozesse wie Wachstum, Apoptose, Transformation 
sowie Differenzierung ein und ist bis heute die am häufigsten nachweisbare genetische 
Veränderung bei malignen Erkrankungen. 
Das p53-Protein wird auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17p12-17p13.3) codiert. 
Durch Mutation, Deletion oder Komplexbildung mit anderen Proteinen kann p53 
inaktiviert werden. Dadurch verliert es seine Funktion als negativer Regulator und hat nun 
die Möglichkeit, mit Onkoproteinen aus der Reihe der ras, myc oder E1A zu interagieren 
(108). In der Regel handelt es sich um „missense“ Mutationen, welche zum Austausch 
einer Aminosäure im p53 Protein führen. Auf diesem Weg wird die Konformation 
verändert und die Stabilität des p53-Proteins beeinträchtigt. Indirekt können die 
Mutationen die Sequenz-spezifische DNA-Bindung und Transkriptionsfaktoraktivität 
beeinträchtigen (108). Verglichen mit dem Wildtyp hat die mutierte Form eine wesentlich 
verlängerte Halbwertzeit (etwa 24 Stunden versus 20 Minuten), so dass es in den meisten 
malignen Tumoren und Tumorzellinien in hoher Konzentration vorliegt. Des weiteren 
führt der Verlust des Wildtyp-Allels des p53-Gens zu einer fehlenden Verzögerung des 
Zellzyklus in der G1 Phase, in der die Schäden der DNA repariert werden können. Dieser 
beschleunigte Zellzyklus kann zu einer verfrühten DNA-Synthese in der S Phase führen, so 
dass eine verminderte Reparaturzeit eine erhöhte Frequenz an Mutationen bedingen kann. 
Im Gegensatz zu Onkogenen werden Tumorsuppressorgene bei vielen Karzinomen erst 
dann aktiviert, wenn Mutationen oder Deletionen in beiden allelen Genen vorliegen (loss 
of heterozygosity). Verschiedene Studien haben auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 
(17p), der Lokalisation vom p53-Gen, diesen Verlust der Heterozygotie zu 60–70 % von 
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menschlichen kolorektalen Karzinomen nachweisen können (11, 48, 108). In einigen Fällen 
reicht jedoch auch der alleinige Verlust eines Allels aus, um eine maligne Transformation 
zu bewirken. 
Bei dem Li-Fraumeni-Syndrom, einer seltenen Erbkrankheit mit hohem Risiko für 
Sarkome von Knochen und Weichgewebe, Brust- und anderen Tumoren, ist eine erbliche 
Form von p53-Mutationen beschrieben. Sowohl „missense“ als auch „nonsense“ 
Mutationen wurden im Erbgut der Betroffenen gefunden. In der Regel haben Patienten 
dieses Syndroms ein p53-Wildtyp- und ein mutiertes Allel. Es können unter Umständen 
Jahre bis zum Ausbruch vergehen, obwohl eine Mutation seit Geburt vorliegt.  
Sporadische Mutationen in p53 sind bei Präkanzerosen des Kolons (kolorektale Adenome 
und langjährige chronisch entzündlichen Darmerkrankungen) (43, 45), vor allem jedoch bei 
manifesten kolorektalen Karzinomen (70%), kleinzelligen Bronchialkarzinomen (70%), im 
anaplastischen Schilddrüsenkarzinom (68%) und Mammakarzinom (40%) nachweisbar. 
Die häufigsten Aberrationen betreffen die hydrophobe Mittelregion des p53-Proteins, 
insbesondere die Kodons 175, 245, 248, 249, 273 und 282. Diese sogenannten „hot spots“ 
befinden sich in den Exons III bis V. Die unterschiedlichen p53-Mutantenallele differieren 
in ihrer Eigenschaft, so dass einige Zellen bis zum 10-fachen besser transformieren können 
(40).  
Das p53–Protein scheint mit anderen Tumorsuppressorgenen sowie Onkogenen zu 
interagieren. Shomori et al. untersuchten die Expression der Thymidinphosphorylase in 
menschlicher kolorektaler Mucosa, Adenomen und Karzinomen und den Zusammenhang  
dieses Enzyms mit der p53-Expression (88). Die Thymidinphosphorylase ist identisch mit 
dem „platelet-derived endothelial cell growth factor“ (PD-EDGF), der als ein potenter 
Faktor in der Angiogenese wirkt und an der tumoralen Mikrovaskularisation beteiligt ist. 
Die Frequenz der Thymidinphosphorylase-Expression war in den p53-negativen 
Karzinomen signifikant niedriger als in den positiven, so dass Shomori darauf schloss, dass 
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p53 ein wichtiger Faktor in der Expression der Thymidinphosphorylase ist, aber nicht den 
alleinigen Einfluss auf die Bildung des Enzyms haben kann und andere Faktoren mit 
beteiligt sind. 
Mutationen des p53-Tumorsuppressorgens können unter anderem durch die verlängerte 
Halbwertszeit zu einer Akkumulation des Genproduktes in der Zelle führen. Dieses 
induziert über unbekannte Mechanismen eine humorale Immunantwort gegen das p53-
Protein mit Antikörpern zumeist der IgG-Klasse. Diese Antikörper wurden bei 
Risikopatienten, beispielsweise chronisch entzündliche Erkrankungen, und 
Karzinompatienten, gefunden (6, 32, 39, 67, 73, 90, ). Fricke et al. Untersuchte 
Serumantikörper gegen p53 bei 76 Patienten mit Morbus Crohn, 61 Patienten mit Colitis 
ulcerosa und 206 Verwandten ersten Grades von Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-
Patienten (32). Bei drei Patienten mit Colitis ulcerosa und bei zwei Patienten mit Morbus 
Crohn konnten p53-Antikörper im Serum nachgewiesen werden, nicht jedoch bei 
Verwandten ersten Grades betroffener Patienten. Makroskopisch und in den 
Stufenbiopsien mikroskopisch bestand kein Hinweis auf eine Dysplasie oder auf ein 
malignitätsverdächtiges Areal.  Lubin et al. zeigten, dass Serumantikörper gegen p53 bei 
Risikopatienten für Bronchialkarzinom (starke Raucher) vor einer solchen klinischen 
Diagnose detektiert werden konnten und schloss darauf, dass die Antikörper als ein früher 
Marker für das Bronchialkarzinom dienen könnten (58). Bei Patienten mit kolorektalem 
Karzinom waren Autoantikörper gegen p53 in 26 % zu finden und der Titer stieg parallel 
zum Tumorprogress an (39). Möglicherweise stellt der Prozess ein recht frühes Ereignis in 
der Tumorgenese dar und kann unter Umständen noch vor klinischer Manifestation eines 






1.4.4 ki-ras Onkogen  
 
Das Proto-Onkogen der ras Familie wurde initial in humanen Harnblasenkarzinomzellen 
untersucht und ist ein entscheidender Regulator von Zellwachstum. Tumoren des Pankreas 
weisen die größte Assoziation mit mutiertem ki-ras-Gen auf und haben beständig den 
gleichen Lokus der Abweichung im Kodon 12 (57). In bis zu 15 % aller menschlichen 
Karzinome sind Mutationen in den ras-Genen (H-ras, K-ras, N-ras) nachweisbar. 
Insbesondere bei Bronchial- und Kolonkarzinomen wurde das Spektrum der Mutationen 
untersucht (50, 52). Ras-Mutationen werden in prämalignen Geweben von Kolon oder 
Schilddrüse entdeckt. In anderen Tumorarten, etwa der chronisch myeloischen Leukämie, 
erscheinen Mutationen des ras-Gens im fortgeschrittenen Stadium der Entwicklung.  
Das ki-ras Protoonkogen ist 5775 Basenpaare (bp) lang. Es hat vier Exons, die für das 188 
bzw. 189 Aminosäuren große Protein p21 mit GTPase-Aktivität kodieren. Da es eine 
Variable im Exon 4 gibt, bestehen zwei Varianten des sehr ähnlichen Proteins. Die am 
häufigsten identifizierten Mutationen liegen in Kodon 12 und 13 des ersten Exons.  
Eine verstärkte Expression von ki-ras in kolorektalen Neoplasien im Vergleich zu normaler 
Mucosa wurde in mehreren Studien beschrieben (30, 33, 61). Michelassi et al. konnte eine 
erhöhte Expression des ki-ras-Produktes p21 im Stadium Dukes C von kolorektalen 
Karzinomen im Vergleich zu Dukes B nachweisen (61), was auf eine spätere Beteiligung 




2. Fragestellung der vorliegenden Arbeit 
2  Fragestellung der vorliegenden Arbeit  
 
Anhand von Risikopatienten zur Entwicklung kolorektaler Karzinome sollten im Rahmen 
dieser Arbeit genetische Veränderungen in der Kolonlavage, der bei der Koloskopie 
anfallenden Spüllösung untersucht werden. Bei Patienten mit langjährigen chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen konnten in Voruntersuchungen Mutationen des p53- 
und ki-ras-Gens nachgewiesen werden (53, 54). 
Ziel der vorliegenden Arbeit bezüglich kolorektaler Adenome war es, 
• Mutationen des p53-und ki-ras-Gens zu untersuchen und  
• den Zusammenhang zwischen Mutationsnachweis und Dysplasiegrad zu analysieren 
und 
• schließlich auch den Mutationsnachweis mit der Anzahl der Polypen zu korrelieren. 
Bei Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen sollte untersucht werden: 
• Abhängigkeit des Mutationsnachweises von der kummulativen Krankheitsdauer 
sowie der Ausdehnung des intestinalen Befalls 
• Bestätigung des p53-Mutationsnachweises mittels Sequenzierung 
• Nachweis der p53-Autoantikörper im Serum im Vergleich mit der Ausdehnung im 









Untersucht wurden 212 Patienten: 45 Patienten wiesen Adenome des Kolorektums auf, 
129 Patienten waren an einer chronisch entzündlichen Darmerkrankung erkrankt. Die 
Kontrollgruppe umfasste 38 Patienten (siehe folgende Tabelle). 
 
 Anzahl Alter Frauen / Männer 
    
Adenome 45 69 18 / 27 
    
CED 129 43 75 / 54 
    
Kontrolle 38 49 18 / 20 
 
Tabelle 1: Anzahl, mittleres Alter und Geschlecht der untersuchten Populationen 
 
Von den Patienten mit Morbus Crohn war bei 18 Patienten, vor Entnahme der Spüllösung, 
eine Ileozökalresektion beziehungsweise eine Hemicolektomie notwendig. 
Bei dem Kollektiv für die Untersuchung von Adenomen waren infektiöse Erkrankungen, 
sowie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa ausgeschlossen  
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In der Kontrollgruppe lagen keine Neoplasien, Adenome sowie infektiösen 
Darmerkrankungen vor. Der klinische Befund war unauffällig.  
Zur Darmreinigung nahmen die untersuchten Patienten einen Tag vor der Untersuchung 
das Laxans X-Prep® und zwei bis vier Stunden vor der Endoskopie zwei bis drei Liter 
Polyethylen-Glycol-haltige Lösung ein. 
Im Rahmen eines aufklärenden und anamnestischen Gesprächs mit Erhebungen über 
Dauer, Rezidivhäufigkeit, bisherige Therapien mit eventuellen Operationen, 
extraintestinalen Manifestationen, Familienanamnese, Nikotinkonsum und gegenwärtige 
Symptome der Erkrankung wurde von den in die Studie aufgenommenen Patienten die 






Zur Analyse der DNA wurde Darmflüssigkeit (Lavage) verwendet, die während 
Routinekoloskopien abgesaugt und gesammelt wird.  
Zur Koloskopie wurde ein gereinigtes und von Chemikalien befreites Endoskop 
genommen, damit mögliche Lysen von Zellen beziehungsweise die Degradation der DNA 
oder die weiteren aufbereitenden Schritte beeinträchtigende oder verfälschende Faktoren 
reduziert werden. Verwendet wurden die Endoskope CF 230I sowie CF 1T20L (Olympus, 
Hamburg). Die Reinigung der Endoskope erfolgte mit einem vollautomatischen 
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Endoskop-Reinigungs- und Desinfektionsgerät, Endo-Thermo-Disinfector ETD 2 Plus 
(Olympus, Hamburg), sowie einem gereinigten Auffangbehälter (Olympus, Hamburg). 
Die gewonnene Lavage wurde in fest verschließbare, gereinigte Gefäße gegeben und stand 
so für anstehenden Untersuchungen bereit. 
Für die p53-Autoantikörper wurde von den Patienten 7,5 ml venöses Blut gewonnen und 
im Anschluss wurden die Seren im Labor aufgearbeitet. 




3.3 Aufbereitung und DNA-Extraktion 
 
Das von der Blutentnahme gewonnene Serum wurde zentrifugiert und vorsichtig 
abpipettiert, ohne den „Buffy-coat“, die mittlere Phase aus Leukozyten, aufzuwühlen. 
Die bei der Koloskopie gewonnene Lavage wurde unmittelbar mit PBS-Puffer (8 g NaCl/ 
0,2 g KCl/ 1,44 g Na2HPO4/ 0,2 g KH2PO4 auf 1000 ml aqua destillata, pH 7,3-7,4) 
mehrmals gewaschen und bei 53.000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Durch das 
mehrmalige Durchführen dieses Vorganges konnte der Reinheitsgrad der DNA erhöht 
werden. Anschließend wurden die Proben in geeignete Eppendorfgefäße pipettiert, 
nummeriert und beschriftet. 
Die Lavage und die Seren zur Untersuchung auf p53-Autoantikörper wurden bis zur 
Durchführung der Analysen bei -20°C gelagert. 
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Die darauf folgende Extraktion und Reinigung von Nukleinsäure erfordert die Lyse der 
Zellmembran, Inaktivierung der Nuklease und Trennung der gewünschten DNA von den 
übrigen zellulären Bestandteilen. Dieser Vorgang geschah mit dem kommerziell 
erhältlichen ′DNA/RNA isolation kit′ der Firma Amersham (Cleveland, Ohio, USA). Es 
werden die Eigenschaften von Guanidin-Thiocyanat ausgenutzt, womit die zelluläre 
Integrität und DNase- und RNase-Aktivität inhibiert werden. Das Guanidin-Thiocyanat-
Lysat wird mit einer Reagenz, die eine nuclease-bindende Matrix enthält, inkubiert. So 
können die wässrige und die organische Phase durch Zentrifugation voneinander getrennt 
werden. Aus der extrahierten DNA wurden Aliquote hergestellt und in entsprechend 






Das ki-Ras Gen hat vier Exons, die für das 188 bzw. 189 Aminosäuren große, 21 
Kilodalton schwere Protein p-21 kodieren. Im vierten Exon besteht eine Normvariante, 
weshalb zwei sich stark ähnelnden Proteine existieren können.  
Die am häufigsten bestehenden Mutationen dieses Gens betreffen Kodon 12 und 13 des 
ersten Exon. Mit den Primern PA 11 und PA 12 wurde ein Amplifikat, das Kodon 12 und 








   
     PA 11     5´-GAC TGA ATA TAA ACT TGT GG Exon 1 
 
   




Tabelle 2: Primer PA 11- und PA 12-Sequenz, nach der die „hot - spot“ Region im Exon 1, 














   
                           PA 11                                                  Kodon 12 / 13  
      GACTGAATATAAACTTGTGG                             GGTGGC  
   











                     PA 12 
 
 AATATGATCCAACAATAGA  
   
 AATATGATCCAACAATAGAG  
   
   
 
Abbildung 2: Ki-ras; mit den Primern PA 11 und PA 12 wird eine Sequenz, welche Kodon 
12 und 13 enthält, amplifiziert. Dargestellt ist das Exon 1; dünn unterstrichen = Primer PA 
11 bzw. 12; dick unterstrichen = Kodon 12 und 13 
 
Zur Analyse von p53 wurden nur die Fragmente amplifiziert, bei denen Mutationen am 
häufigsten beschriebenen werden. Es handelt sich hier vornehmlich um die Exon 5 bis 8. 
Mit den Primern C1 und C2 wurde Exon 5, mit C3 und C4 Exon 6, mit DR und DL Exon 
7 und mit E1 sowie E2 Exon 8 amplifiziert. 






   
C1: 5´-TTC CTC TTC CTG CAG TAC TC Exon 5 
C2: 5´-ACC CTG GGC ACC AGC CCT GT Exon 5 
   
C3: 5´-ACC ATG AGC GCT GCT CAG AT Exon 6 
C4: 5´-AGT TGC AAA CCA GAC CTC AG Exon 6 
   
DR: 5´-GTG TTA TCT CCT AGG TTG GC Exon 7 
DL: 5´-CAA GTG GCT CCT GAC CTG GA Exon 7 
   
E1: 5´-CCT ATC CTG AGT AGT GGT AA Exon 8 
E2: 5´-CCA AGA CTT AGT ACC TGA AG Exon 8 
 
Tabelle 3: Primer für p53-Amplifikation 
 
Die PCR wurde nach einem Standardprotokoll durchgeführt. Ca. 500 ng genomische 
DNA wurde einem Reaktionsgemisch, bestehend wie folgt, zugesetzt:  
• dNTP-Mix der Firma Sigma (zu gleichen Teilen dATP, dCTP, dGTP und TTP 
enthaltend) in einer Konzentration von 160  µM; 
• PCR-Reaktionspuffer aus 100 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2, 500 mM KCl, pH 8,3; 
• 2,5 Units Taq-DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus 
aquaticus; 
• jeweil 4 µl Primer in einer Konzentration von 50 pM / µl. 
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Um eine Evaporation zu unterbinden, wurden etwa 50 – 60 µl eines leichten Mineralöls 
zum Schluss auf das Reaktionsgemisch gegeben. 
Die PCR wurde in einem vollautomatischen Thermodycler (Firma Biometra) durchgeführt. 
Am Anfang wurde die Matrizen-DNA auf 95°C für 5 Minuten erhitzt, um die komplexe 
genomische DNA vollständig zu denaturieren, so dass sich die Primer nach Abkühlung an 
die genomische, komplementäre Sequenze anlagern können (annealing). Dieser Schritt des 
„Annealings“ wurde für 1 Minute bei 52 °C durchgeführt. Die Extension, also 
Verlängerung der Primer (Polymerisation), erfolgte für 1,5 Minuten bei 72 °C. Die Schritte 
der Denaturierung über Annealing zur Polymerisation wurden in 27 Zyklen wiederholt, 
wobei die Zeit der Denaturierung auf 1 Minute sank (siehe Tabelle 3). In der letzten Runde 
der Zyklen wurde die Zeit für die Polymerisation auf 10 Minuten verlängert, um alle 
Stränge vollständig zu synthetisieren. 
 
 
    
Denaturierung 95 °C 60 Sekunden  
    
Annealing 52 °C 90 Sekunden 27 Zyklen 
    
Polymerisation 72 °C 60 Sekunden  
 






Zur Kontrolle der vorherigen Amplifikation von DNA wurde das entstandene 
Reaktionsprodukt auf ein Agarosegel aufgetragen.  
Es wurden 1,6 g Pulver Agarose (Firma Sigma) abgewogen und in 80 ml verdünnten TAE-
Puffer unter leichtem Rühren aufgelöst. Man erhält so ein Gel mit einer Konzentration 
von 2 % Agarose, deren optimaler Trennbereich zwischen 100 und 3000 bp liegt. Der 
Trennbereich verringert sich mit der Agarosekonzentration. Dann wurde die Lösung unter 
fortwährenden Rühren aufgekocht. Nach 2 - 3 Minuten Abkühlung wurde der Lösung 
unter einem Abzug 3 µl Ethidiumbromid zugesetzt. Es handelt sich herbei um einen 
fluoreszierenden Farbstoff, der in die DNA interkaliert. Die Nachweisgrenze liegt bei unter 
einem Nanogramm DNA pro Bande. Nach einer Abkühlungszeit wurde auf das verfestigte 
Gel 25 µl PCR-Produkt, welches zuvor mit 5 µl Farbstoff (Gel Loading Solution) 
vermengt wurde, aufgetragen. Mit einer 123 bp großen Leiter können die gewünschten 
Banden zugeordnet werden. Die Elektrophorese lief bei 100 Volt (konstant) für etwa 30 
Minuten. Die Laufweite der DNA kann mit Hilfe der Gel Loading Solution abgelesen 
werden. 
Mit Hilfe einer UV-Lampe kann die DNA durch das an ihr gebundene Ethidiumbromid 
zur Darstellung gebracht und analysiert werden. 
Das Protokoll der Agarosegel-Elektrophorese ist der Literatur (53, 54) sowie der Firma 





3.6 Mutationsanalyse  
 
3.6.1 Hybridisierung von Dot-blots 
 
Im ki-ras-Gen wurden die Mutationen mittels Hybridisierungen von Dot-blots mit 
Digoxigenin-markierten Oligonukleotiden festgestellt (45). Für den Nachweis bekannter 
Punktmutationen wird jeweils ein spezifisches Oligonukleotid für eine bestimmte Mutation 
benötigt, so dass die Suche auf bestimmte Kodons, den „hot-spots“ Kodon 12 und 13, 
Exon 1, des entsprechenden Gens, beschränkt bleibt. Diese Dot-blot-Analyse wurde in 
Anlehnung an ein modifiziertes Protokoll von Verlaan-de Vries et al. durchgeführt (106). 
Die PCR-Produkte wurden auf eine Nylon-Trägermembran aufgetragen und bei 120 °C 









Abbildung 3: Nylon-Membran, auf deren „dots“ die DNA „geblottet“ wird 
 
Danach wurde der Filter bei 65 °C für weitere 30 Minuten in einer 
Prähybridisierungslösung (7,5 ml 20 x SSC, 300 µl N-Laurylsäure, 30 µl 20 % SDS, 3 ml 10 
x Blocking reagent - Firma Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland - 
bestehend aus 100 mM Maleinsäure, 150 mM NaCl, pH 7,5 mit NaOH eingestellt – auf 30 
ml Gesamtvolumen mit destilliertem Wasser aufgefüllt) gewaschen. Nach einer 5 
minütigen Kühlung auf Eis folgte für eine Stunde die Prähybridisierung bei 53 °C. Es 
sollen so unspezifische DNA-Bindungsstellen auf der Membran blockiert werden um eine 
Reduzierung des Hintergrundes zu bewirken. Nach erneuter Schockkühlung in Eis wurden 
die geblotteten Membranen bei 53 °C für 18 Stunden mit DNA-Sonden (siehe Tabelle 4), 





    
Oligonucleotid – 1 GGT GGC Glycin Kodon 12 
    
Oligonucleotid – 2 GCT GGC Alanin Kodon 12 
    
Oligonucleotid – 3 GAT GGC Asparaginsäure Kodon 12 
    
Oligonucleotid – 4 GTT GGC Valin Kodon 12 
    
Oligonucleotid – 5 CGT GGC Arginin Kodon 12 
    
Oligonucleotid – 6 AGT GGC Serin Kodon 12 
    
Oligonucleotid – 7 TGT GGC Zystein Kodon 12 
    
Oligonucleotid - 8 GGT GAC Asparaginsäure Kodon 13 
 
Tabelle 5: Dargestellt sind die entsprechenden Oligonucleotidsequenzen von Kodon 12 
und 13; Oligonucleotid 1 entspricht dem Wildtyp, 2–8 entsprechen den verschiedenen 
möglichen Mutationen an Kodon 12 beziehungsweise 13 sowie den kodierenden 
Aminosäuren 
 
Nachfolgende diverse Waschschritte mit SSC-Puffer (Sodiumchlorid/ Sodiumcitrat; 3M 
NaCl, 0,3 M Natriumcitrat) und SDS (Sodium dodecyl sulfat, 10%) sowie 
Maleinsäurelösung (0,1 M Maleinsäure, 0,15 M NaCl, pH 7,5) sollten ungebundene DNA-
 37 
3. Methodik 
Sonden entfernen. Für 60 Minuten wurde die Membran unter Schwenken in einer Lösung 
aus Blocking reagent und Maleinsäure geblockt. Fab Fragmente von Schafen mit 
Antidigoxigenin–Antikörper, die mit alkalischer Phosphatase konjugiert sind (Firma 
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland), wurden mit der Nylonmembran 
für 30 Minuten inkubiert. Nach weiteren Waschschritten wurde der Filter mit einem 
chemilumineszenten Substrat für die alkalische Phosphatase, CSPD (Firma Boehringer 
Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland), inkubiert. Wird die Membran für 10 
Minuten bei 37 °C weiter bebrütet, wird eine „Steady State Phase“ erreicht und mittels der 
Lumineszenz können positive Signale auf einem Röntgenfilm durch die Intensität der 




Abbildung 4: Positive Signale bei Oligonucleotid–7 (Wildtyp) bei der Hybridisierung. Auf 
einem Röntgenfilm mittels antidigoxigenin-markierten Antikörpern sichtbar gemachte 
Signale 
 
Die Proben wurden zu Anfang mit dem den Wildtyp detektierenden Oligonucleotid–1 
untersucht. Eine Schwärzung auf dem Film bedeutet, dass DNA vorhanden ist, da der 
Wildtyp eine Sequenz untersucht, die stets, also auch in Proben, bei denen Mutationen 
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nachgewiesen werden, nachweisbar ist. Grund hierbei ist, dass in der Lavage auch bei 
Nachweis von Mutationen stets ein Anteil nicht mutierter Zellen vorliegt. Es handelt sich 




Abbildung 5: Positive Signale bei Oligonukleotid 1, mit dem der Wildtyp detektiert wird 
 
Dies bedeutet, dass ein fehlendes Signal eine erneute Amplifikation erforderlich macht. 
Gründe hierfür können in der Lavage an sich, der Extraktion, der Amplifikation oder der 
Hybridisierung liegen. Entweder enthält die Lavage keine DNA, die Probe ist durch 
negativ beeinflussende Faktoren zerstört worden oder es liegen Fehler in den einzelnen 
Untersuchungsschritten vor. Diese Fälle erfordern dann eine erneute DNA-Amplifikation, 
wenn dieselben Proben bei anderen Oligonukleotiden positive sind, beziehungsweise eine 
erneute Extraktion mit anschließender PCR, wenn letzteres nicht der Fall ist. Jede runde 
Schwärzung an Position der aufgetragenen DNA wurde als positiv gewertet. Waren nur 
sehr schwache Schwärzungen zu erkennen, wurden diese Untersuchungen wiederholt 
durchgeführt und im Zweifel negativ gewertet. Ebenso wurden die Untersuchungen bei 
einem zu kräftigen Hintergrund wiederholt und die Proben mit der Intensität beim Wildtyp 
verglichen. Auf der Abbildung 6 ist ein positives Ergebnis zu erkennen. Links von der 
positiven Proben sind vier weitere aufgetragen worden, die jedoch aufgrund von mutierter 
DNA kein entsprechendes Oligonucleotid gebunden haben und somit kein 
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fluoreszierendes Signal erzeugen. Es handelt sich um eine Mutation im Kodon 12 die zur 
Folge hat, dass die Aminosäure Glycin durch das Abwandeln einer einzigen Base in der 





Abbildung 6: Ein deutliches Signal auf dem Röntgenfilm einer mit Oligonucleotid–7 
hybridisierten Probe; es liegt eine Mutation vor, bei der die Aminosäure Glycin durch 











    
 
ATG ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA GCT GGT 
GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG CTA ATT 




    
 
ATG ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA GCT TGT GGC 
GTA GGC AAG AGT GCC TTG ACG ATA CAG CTA ATT CAG AAT 





Tabelle 6: Exon 1-Sequenz von ki-ras: oben als Wildtyp und Markierung von Kodon 12 
(vergrößerte und fette Schrift), unten der Basenaustausch von Guanin zu Thymin, was den 
Ersatz von Glycin zu Zystein zu Folge hat  
 
Wenn sich ein positives Ergebnis finden lässt, es also eine Mutation im Gen vorliegt, so 
werden die Untersuchungen ein weiteres Mal zur Kontrolle und zur Prüfung der 
Reproduzierbarkeit durchgeführt. Nur bei zwei positiven Ergebnissen wird die Mutation 
als positiv gewertet. 
Als Positivkontrollen dienten Biopsate von kolorektalen Karzinomen mit gesicherten 






3.6.2 SSCP-Analyse  
 
Doppelsträngige DNA kann bei hoher Temperatur denaturiert werden und in 
anschließender Schockkühlung in Eis als Einzelstrang erhalten bleiben. Durch Bindungen 
an sich selbst geht der Einzelstrang eine charakteristische Tertiärstruktur ein, kann jedoch 
auch mehrere Tertiärstrukturen (Konformere) bilden, so dass diverse Banden in einer 
Elektrophorese entstehen. 
Die Tatsache, dass einzelne Punktmutationen ausreichen, um die Tertiärstruktur des 
Einzelstrangs zu verändern und konsekutiv eine unterschiedliche 
Wanderungsgeschwindigkeit zum Wildtyp im elektrischen Feld zur Folge hat, wird für die 
Detektion einzelner Punktmutationen im p53-Gen genutzt. Es werden die „Single Strand 
Conformation Polymorphism“, die Einzelstrang- Konformationspolymorphismen, 
ausgenutzt und gewertet (54, 66, 70, 99). Die Abweichungen des Bandenmusters von nicht 
mutierter DNA (Abbildung 7) werden mit Aberrationen des Musters verglichen und 













Abbildung 7: Mit Silbernitrat gefärbte Banden einer Vertikalelektrophorese (SSCP); an 
zweiter Position von links ist eine 123 bp Leiter aufgetragen; alle anderen Proben sind 
Wildtyp-DNA, deren Banden unterschiedlich stark gefärbt sind, aufgrund der enthaltenden 
Menge an DNA. An der dritten Bande von links sind über der zu untersuchenden Region 













Abbildung 8: Eine mittels Vertrikalelektrophorese dargestellte SSCP-Analyse; an der 
vierten Position von links, beziehungsweise an dem markierten (*) Lauf sind zusätzliche 
Banden in dem zu untersuchenden Bereich als Ausdruck eines 
Konformationspolymorphismus dargestellt. Es handelt sich um Proben, die mit den 
Primern C3 / C4 amplifiziert wurden, so dass eine Mutation in Exon 6 vorliegt. An erster 
Position von links ist eine 123 bp Leiter aufgetragen 
 
Für die p53-Mutationsanalyse von Exon 5 bis 8 müssen vier Elektrophoresen durchgeführt 
werden. Es wurde jedes Exon für sich mit zwei Primern untersucht. Exon 5 besteht aus 
183, Exon 6 aus 113, Exon 7 aus 110 und Exon 8 aus 136 Basenpaaren. Die Referenz 
Wildtyp-DNA wird aus Leukozyten gesunder Probanden extrahiert, amplifiziert und mit 
auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Proben laufen je nach Primer, beziehungsweise 
Länge der Sequenzen verschieden weit. 
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Für die SSCP-Analyse mittels Vertikalelektrophorese wurde ein 13 %iges Polyacrylamidgel 
aus TBE–Puffer, Glycerol und destilliertem Wasser hergestellt. Die Proben wurden zur 
Spaltung der Doppelstränge mit Hilfe einer Denaturierungslösung (Formamid, Na2-
EDTA-Lösung, Bromphenolblau) für 7 Minuten bei 96 °C erhitzt und im Anschluss auf 
Eis schockgekühlt. Die Pufferlösung der Kammer bestand aus einem 1 : 5 TBE-Puffer / 
aqua destillata Gemisch. Für 3–4 Stunden wurde eine Leistung von 180 Watt eingestellt. Es 
folgte ein Fixierbad aus Ethanol, Essigsäure und destilliertem Wasser und ein Färbebad für 
20 Minuten mit einer 0,1 %igen Silbernitratlösung. Durch eine Lösung aus Natronlauge, 
Natriumborhydrid, Formaldehyd und aqua destillata wurden die Banden entwickelt und 
zur Darstellung gebracht. Ein Bad aus 5 %iger Essigsäure stoppt den weiteren 
Entwicklungsprozess, so dass die Banden klar von einander abzugrenzen sind. Die Gele 
wurden photographiert und asserviert. 
Als Positivkontrolle diente DNA aus Kulturen der HaCat-Zell-Reihe mit bekannten 
Mutationen in Exon 5 und 8 (Kodon 179 und Kodon 281). Durch Verdünnungsreihen 
konnte gezeigt werden, dass eine mutierte Zelle von 1 : 10 im Wildtypklon mittels der 
SSCP-Analyse nachzuweisen war (99). Es wird eine 123 bp lange Leiter zum Ablesen der 
Bandenlänge mit auf das Gel aufgetragen. Wildtyp-DNA von Leukozyten gesunder 
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Abbildung 9: Eine SSCP–Polyacrylamidgel–Elektrophorese mit 13 verschiedenen Proben, 
die zweite Bande von links ist eine 123 bp Leiter, Banden 6 und 11 von links sind schwach 







Die DNA-Sequenzierung wurde nach Anleitung des Herstellers der nicht-radioaktiven 
Sequenzierungsmethode durchgeführt. Es wurde ein DNA-Polymerase Sequenzierungskit 
(BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction, PE Applied Biosystems) 
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verwendet, der mit Farbstoff markierte Didesoxynucleotide, Taq-Polymerase und 
Reaktionspuffer enthält. In der Sequenzierungsreaktion wurden 2-5 µl Templet (von der 
vorherigen Exon-Amplifikation) mit 0,5-1 µl BigDye Terminator Mix gemischt und in 
einem Thermocycler (Model 2700, Perkin Elmer) amplifiziert. 
Die benutzten Primer in "sense" und "reverse" Sequenzierungsreaktion für p53 waren 
identisch mit denen der p53-Amplifikation, Tabelle 3 (3.4 DNA-Amplifikation). 
Das PCR-Programm sah dabei folgende Schritte vor: 94° C, 20 Sekunden; 30 Zyklen 94° C 
20 Sekunden; 50° C 20 Sekunden; 60° C 3 Minuten, dann auf 4° C herunterkühlen. 
Die amplifizierte DNA wurde mit 100 µl "blue dye acetic buffer" (Dextran-Blau, 0,2 
mg/ml; 0,2 M Sodiumazetat pH 4,7) gemischt, Prezipitiert mit 250 µl absoluten Ethanol 
und dann bei 14.000 rpm zentrifugiert für 23 Minuten. Der Überstand wurde verworfen 
und die Pellets mit 150 µl 70%igen Ethanols gewaschen und bei 60 °C inkubiert.  
Für den eigentlichen Sequenzierungslauf wurden die Pellets in 75 % Formamid/25 % 50 
mM EDTA pH 8,0, (75 % formamide/25 % 50 mM EDTA pH 8.0) für 3 Minuten bei 90° 
C in einem Wasserbad erhitzt und in einem Eisblock heruntergekühlt. Die Proben wurden 
auf ein 6 %iges Acrylamidgel aufgetragen und einem elektrischen Feld auf einem 377 
"stretch system" (Applied Biosystems Inc.) über Nacht ausgesetzt. 
Die Daten wurden mit Analysis 2,2 program (PE Aapplied Biosystem) analysiert. 
Die Sequenzierungen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Professor Albert und Herrn 
Doktor Witter, Kinderklinik und Poliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital, 
Abteilung für Immungenetik, durchgeführt. Zusätzlich wurde ein Teil der Proben bei der 




3.8 Bestimmung der p53-Autoantikörper im Serum 
 
Zur Untersuchung von Serum auf p53-Autoantikörper wurde ein käuflicher ELISA-Test 
(Firma DIANOVA GmbH) verwendet. Es handelt sich um einen sogenannten Sandwich-
ELISA mit rekombinantem p53-Protein, das die anti-p53-Autoantikörper bindet. Mittels 
peroxidase-konjugiertem anti-Human IgG von Ziegen und folgender Messung einer 
Pereoxidase bedingten Farbstoffumsetzung erfolgt der Nachweis. 
Die Proben wurden in einem Proben-Verdünnungspuffer vor Einsatz in dem Assay 1:100 
verdünnt und 100 µl pro Well einpipettiert. Nach 60 minütiger Inkubationszeit bei 
Raumtemperatur folgten fünf Waschschritte mit je 200 µl Waschpuffer pro Well. Danach 
wurden 100 µl Detektor-Antikörper-Lösung pro Well einpipettiert und für 60 Minuten 
inkubiert. Es folgten wieder die gleichen Waschschritte. Für 30 Minuten wurde dann 100 µl 
Substratlösung aufgetragen. Diese Reaktion fand im Dunkeln statt. Durch Zugabe von 50 
µl Stopplösung pro Well wurde die Enzymreaktion abgebrochen, was einen Farbumschlag 
von blau nach gelb bewirkt.  
Die photometrische Messung erfolgte bei 450 nm Wellenlänge. Durch Multiplizieren der 
Extinktion des Kalibators mit dem chargenspezifischen Faktor errechnet sich der Cut-off, 
anhand dessen die Ergebnisse ausgewertet werden. Negative Proben sind kleiner oder 
gleich, positive sind größer als die Extinktion des Cut-off. Ein kritischer Bereich wird 20 % 







4.1 Adenome  
 
Bei den 45 untersuchten Patienten mit kolorektalen Adenomen konnten sieben 
Mutationen (15,5 %) nachgewiesen werden, drei davon im p53- und vier im ki-ras-Gen. 
In der Kontrollgruppe ( n = 38; 20 Männer, 18 Frauen) wurde eine Mutation (2,6 %) im 



























Abbildung 10: Mutationsverteilung von p53 und ki-ras bei den untersuchten Adenomen 





      
 N = P53 Ki-ras Insgesamt % 
      
Adenome 45 3 4 7 15,5  
      
Kontrolle 38 1 0 1 2,6  
 
Tabelle 7: p53 und ki-ras-Mutationen in der Kolonlavage von Patienten mit 
Kolonadenomen und der Kontrollgruppe 
 
 
Die Aufteilung der Mutationen beziehungsweise der Aminosäurenumwandlungen durch 
Aberrationen in Kodon 12 - 13 von Exon 1 des ki-ras-Gens zeigt folgende Auflistung:  
• Glycin zu Zystein in Kodon 12 
• Glycin zu Asparaginsäure in Kodon 12  
• Glycin zu Valin in Kodon 12  
• Glycin zu Asparaginsäure in Kodon 13. 









ANZAHL / GRÖSSE DER 
ADENOME IN MM 
DYSPLASIEGRAD MUTATION 
1.    ♂ 70 tubulovillös 10  /  5-15 hochgradig ki-ras 
2.    ♀ 78 tubulovillös 8  /  2-15 geringgradig ki-ras 
3.    ♂ 59 tubulovillös 1  /  40 hochgradig ki-ras 
4.    ♀ 87 tubulär 3  /  3 geringgradig ki-ras 
5.    ♂ 72 tubulär 1  /  5 geringgradig p53 
6.    ♂ 79 tubulovillös 1  /  8 geringgradig p53 
7.    ♀ 57 tubulovillös 1 / 10 geringgradig p53 
 
Tabelle 8: Patientencharakteristik, Histologie und Größe beziehungsweise Anzahl der Adenome und Mutationen in der Adenompopulation 
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4.2 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 
 
Es wurden 127 Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen auf Mutationen 
in der Kolonlavage untersucht: 75 Patienten mit Colitis ulcerosa (38 Männer, 37 Frauen), 
52 Patienten mit Morbus Crohn (15 Männer, 37 Frauen), (siehe Abbildung 12). 
Bei elf von 75 Patienten (14,6 %) mit Colitis ulcerosa konnten Mutationen im p53- oder ki-
ras-Gen aus der Kolonlavage nachgewiesen werden (siehe Tabelle 9). Die elf Mutationen 
setzen sich aus sechs p53- und fünf ki-ras-Mutationen zusammen. Bei acht von 52 
Patienten (15,4 %) mit Morbus Crohn konnten Mutationen nachgewiesen werden, drei im 
p53- und fünf im ki-ras-Gen. Von den neun p53-Mutationen sind vier im Exon 5 
lokalisiert, zwei jeweils in Exon 7 und 8 und eine Mutation in Exon 6. Die ki-ras-
Mutationen befanden sich alle in Exon 12: fünf Aminosäurenwechsel von Glycin zu Valin, 
jeweils zwei von Glycin zu Alanin beziehungsweise Asparaginsäure (Kodon 12) und eine 












 N = P53 Ki-ras Insgesamt % 
Colitis 
ulcerosa 75 6 5 11 14,7 
Pancolitis 45 5 3 8 17,8 
Linksseitige 
Colitis 15 0 2 2 13,4 
Distale 
Colitis 15 1 0 1 6,7 
Morbus 
Crohn 52 3 5 8 15,4 
Kontrolle 38 1 0 1 2,6 
Gesamt 165 10 10 20 12,1 
 







4.3 Mutationsanalyse der Adenom- und CED-Population 
 
Bei allen untersuchten Probanden wurden insgesamt 27 Mutationen nachgewiesen. Die 
Aufteilung der untersuchten Mutationen bei den Adenomen und chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen ist in den Tabellen 7 beziehungsweise Tabelle 9 und 











































P53-Mutation n = 6 / 75 n = 5 / 45 n = 0 / 15 n = 1 / 15 n = 3 /52 n = 1 / 38  




Abbildung 11: Aufteilung der p53- und ki-ras-Mutationen bei den chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen mit Auflistung der verschiedenen Ausdehnungsformen bei der CU; 
CED = chronisch entzündliche Darmerkrankungen; CU = Colitis ulcerosa; PCU = 
Pancolitis ulcerosa; LCU = linksseitige Colitis ulcerosa; DCU = distale Colitis ulcerosa; MC 
= Morbus Crohn; KO = Kontrollgruppe; Σ Mutationen = Summe aller Mutationen. In der 
Tabelle sind die zugehörigen Fallzahlen aufgelistet. 
 
 
Im ki-ras-Gen wurden 14 Mutationen festgestellt. Vier positive Ergebnisse wies die 
Adenomgruppe, 10 positive die Gruppe der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 
auf. Im Kontrollkollektiv wurde keine Mutation festgestellt. 
Unter allen ki-ras-Mutationen wurden die meisten Aminosäurenaustausche in Exon 12 von 
Glycin zu Valin (Σ = 6) detektiert, gefolgt von drei Veränderungen von Glycin zu 
Asparaginsäure. Weiter wurden zwei Wechsel von Glycin zu Alanin gefunden, alle übrigen 
untersuchten Möglichkeiten des Aminosäurenaustauschs wurden nicht beziehungsweise 
nur einmal nachgewiesen. 
Die Verteilung der Mutationen in Abhängigkeit von der Krankheitsdauer der chronisch 
entzündlichen Darmerkrankungen ist in Abbildung 12 dargestellt. Die meisten Mutationen 
wurden bei Patienten mit Pancolitis mit einer Krankheitsdauer zwischen 11 und 15 Jahren 
nachgewiesen (11,1 %; n=5). Bei Morbus Crohn zeigt sich der Trend, dass bei 
zunehmender Krankheitsdauer mehr Mutationen nachgewiesen werden. Während keine 
Mutation bei einer Krankheitsdauer bis zu 10 Jahren nachweisbar war, zeigten sich 5,8 % 
(n=3) Mutationen bei einer Krankheitsdauer von 11–15 Jahren, bei einer Krankheitsdauer 



























7–10 J. n = 1 n = 0 n = 0 n = 0 
11–15 J. n = 5 n = 1 n = 1 n = 3 
>15 J. n = 2 n = 1 n = 0 n = 5 
Patienten n = 45 n = 15 n = 15 n = 52 
 PCU LCU DCU MC 
 
Abbildung 12: Krankheitsdauer und Mutationsnachweis in % (in Bezug auf das jeweilige 
Gesamtkollektiv) bei Patienten mit CED; PCU=Pancolitis ulcerosa, LCU=linksseitige 
Colitis ulcerosa, DCU=distale Colitis ulcerosa, MC=Morbus Crohn; in der Tabelle sind die 





4.4 p53-Autoantikörper im Serum 
 
55 Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen konnten auf das Vorliegen 
von p53-Autoantikörpern untersucht werden. Die Gruppe besteht aus 27 Patienten mit 
Pancolitis ulcerosa und 28 mit Morbus Crohn. Ein positiver Nachweis gelang bei zwei 
Patienten mit Morbus Crohn. In der Kolonlavage konnten bei diesen Patienten keine 
Mutationen im p53- beziehungsweise ki-ras-Gen nachgewiesen werden. Bei dem einen 
Patienten wurde die Diagnose 1970 gestellt und 1988 eine Ileozökalresektion durchgeführt, 
bei dem anderen Patienten wurde die Diagnose 1976 erstmals gestellt. Es gelang kein 






Aufgrund der hohen Spezifität der Hybridisierung von Dot blots mit Digoxigenin-
markierten Oligonukleotiden zum Nachweis von ki-ras Mutationen wurden nur positive 
Ergebnisse der p53-Mutationen in der SSCP-Analyse zur Bestätigung sequenziert. Somit 






Ein chronischer Entzündungsreiz bewirkt eine erhöhte Zellproliferation, wodurch das 
Mutationsrisiko steigt. Durch entstandene Mutationen von Genen, die Einfluss am 
Wachstum, an der Regulierung des Zellzyklus und der Apoptose einer Zelle ausüben, 
unter anderem p53 und ki-ras, entsteht somit ein Wachstumsvorteil mit eingeschränkten 
Reparaturmechanismen der genomischen DNA. Für die betroffene Zellpopulation 
erhöht sich die Wahrscheinlichkeit, in ein aggressives und invasives Wachstum 
überzugehen. Letztendlich können diese Mechanismen zur malignen Transformation und 
Entstehung von Karzinomen führen.  
Viele Karzinome entstehen auf dem Boden dysplastischer Vorstufen, die ein dem 
Stadium entsprechendes molekulargenetisches Korrelat zeigen. Sie verlaufen nach der 
von Vogelstein beschriebenen Epithel-Dysplasie-Karzinomsequenz. Es sind dabei 
zahlreiche Gene betroffen, unter anderem APC, β-Catenin, ki-ras, DCC und p53 (21, 30, 
109). In Gewebe kolorektaler Karzinome lassen sich Mutationen der p53- und ki-ras-
Gene in bis zu 70 % beziehungsweise 50 % nachweisen. Der Einfluss der Genprodukte 
stellt einen wichtigen Schritt in der Tumorgenese dar. Überwiegend bei großen 
Adenomen mit hochgradigen Dysplasien können Mutationen im ki-ras-Gen 
nachgewiesen werden, weshalb dem Onkogen eine Promotorfunktion in der 
Dysplasieentwicklung und der Größenzunahme von Adenomen zugeschrieben werden 
kann (30, 61).  
Alterationen im p53-Gen lassen sich nur selten in Adenomen mit geringgradiger Dysplasie 
nachweisen und treten gehäuft in hochgradigen Dysplasien von Adenomen und 
langjährigen chronisch entzündlichen Darmerkrankungen auf (84). Diese in der Epithel-
Dysplasie-Karzinomsequenz spät eintretende Mutation hat bei der Entdifferenzierung zum 
Karzinom eine besondere Bedeutung. Bei Adenomen mit hochgradiger Dysplasie 
akkumuliert das Produkt des mutierten p53-Gens (28, 29, 36, 47, 87). Weshalb es zu einer 
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Proteinanreicherung in der frühen Phase der Tumorgenese kommt, ist noch nicht 
ausreichend geklärt. 30–40 % der Tumorpatienten mit p53-Mutationen entwickeln 
zusätzlich Autoantikörper gegen p53. Es konnte eine enge Korrelation zwischen dem 
Auftreten von p53-Autoantikörpern und einer p53-Protein Überexpression in den maligne 
transformierten Zellen nachgewiesen werden (35, 58, 83). Prognostisch kann die Bildung 
von p53-Autoantikörpern im Serum mit einer aggressiveren Tumorform in 
Zusammenhang gebracht werden. Die Antikörper gehen mit einem höheren Risiko für 
Tumorprogression und reduzierten Überlebensraten einher (17, 58, 73, 112). In 
Fallbeobachtungen konnte ein positiver p53-Autoantikörpertiter Monate bis Jahre vor dem 
klinischen Nachweis eines Karzinoms gefunden werden (58).  
Das frühe Detektieren von p53-Mutationen scheint eine sinnvolle Strategie für eine 
rechtzeitige Diagnose zu sein, da p53-Mutationen schon in prämalignen Läsionen 
nachgewiesen werden können. Es gibt Studien, die Körperflüssigkeiten wie 
bronchoalveoläre Lavage und Sputum bei Bronchialkarzinomen (4, 20, 24), Urin bei 
urothelialen Karzinomen der Harnblase (23, 104, 110) und Stuhl sowie Kolonlavage bei 
kolorektalen Karzinomen auf p53-Mutationen untersuchen (26, 27, 69, 78, 93). 
Der häufig durchgeführte Haemoccult®-Test hat aufgrund begrenzter Sensitivität und 
Spezifität eine eingeschränkte diagnostische Aussagekraft. Da auch bei einer Koloskopie 
etwa 15 % aller kolorektaler Adenome nicht nachgewiesen werden, ist die Untersuchung 
der Kolonlavage auf genetische Aberrationen eine sinnvolle Ergänzung, die falsch 
negative Ergebnisse zugunsten der Überlebensrate von Patienten mit kolorektalen 
Neoplasien reduzieren könnte (14, 79).  
Bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen sowie bei kolorektalen Karzinomen 
bewirkt die akute Entzündung neben dem physiologischen hohen „turn-over“ der 
Zellregeneration eine vermehrte Zellabstoßung in das Darmlumen (15), so dass es 
möglich ist, ausreichende Mengen an DNA zur Untersuchung zu extrahieren. 
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Die Untersuchung der Kolonlavage auf genomische Alterationen ist eine praktikable und 
etablierte Analyse, die wenig von PCR-störenden Proteinen beeinflusst wird. Vor einer 
Koloskopie werden durch vorherige Darmreinigung viele verunreinigende Proteine, welche 
die Extraktion und Amplifikation von genomischer DNA dysplastischer Bereiche 
behindern, entfernt. Da durch diese Schritte die PCR ermöglicht wird, wird auch ein 
mögliches Reduzieren mutierter DNA akzeptiert. Studien mit großen Patientenkollektiven 
unterstreichen die Validität der Technik (53, 54, 100). Lang et al. (54) berichtete über den 
Mutationsnachweis im ki-ras-Gen mittels PCR und Hybridisierung mit Digoxigenin-
markierten Oligonukleotiden und mit SSCP-Analyse detektierten p53-Mutationen aus 
Kolonlavage von 14 Patienten mit ausgedehnter, langjähriger Colitis ulcerosa. In der 
Kolonlavage konnten zwei ki-ras- und eine p53-Mutation nachgewiesen werden. In einer 
weiteren Studie wurden vier Mutationen im p53-Gen und zwei Mutationen im ki-ras-Gen 
innerhalb einer Population von 31 Patienten mit langjähriger Colitis ulcerosa nachgewiesen. 
Stratakis (98) untersuchte koloskopisch gewonnene Lavageflüssigkeit von 46 Patienten auf 
Mutationen des ki-ras Onkogens sowie p53 Tumorsuppressorgens. 26 Patienten wiesen 
eine Colitis ulcerosa, 12 eine Divertikulose, Hämorrhoiden beziehungsweise einen 
koloskopisch unauffälligen Befund auf und jeweils vier Patienten hatten kolorektale 
Adenome beziehungsweise ein kolorektales Karzinom. Bei zwei beziehungsweise einem 
von 17 Patienten konnte eine ki-ras- beziehungsweise p53-Mutation nachgewiesen werden. 
Eine ki-ras-Mutation wurde bei einem von vier Patienten mit sporadischen Kolonkarzinom 
nachgewiesen, während keine Mutation in dem Kontrollkollektiv vorlag. Später berichteten 
Potter et al. (74) über die gleiche Methode in einer Gruppe von 40 Patienten mit 
kolorektalen Karzinomen. Es wurden Mutationen in ki-ras, p53, APC sowie „transforming 
growth factor-β receptor II“ in Gewebeproben der Karzinome mit DNA aus Kolonlavage 
untersucht und verglichen. Während aus den Gewebeproben insgesamt 26 (45 %) 
Mutationen detektiert werden konnten, wurden aus der Lavage zwei Mutationen im ki-ras-
Gen und zwei Mutationen im p53-Gen nachgewiesen (10 %). In 8 % konnte keine DNA 
nachgewiesen werden. Die Detektion von ki-ras-Mutationen in Kolonflüssigkeit bei 
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Patienten ohne Hinweis auf ein kolorektales Karzinom beschreibt Tobi et al. (100). Von 39 
Patienten mit erhöhtem Risiko zur Entstehung eines kolorektalen Karzinoms konnte ein 
bestehendes Karzinom ausgeschlossen werden. Bei sieben Patienten wurde eine Mutation 
im Allel des ki-ras-Gens, Kodon 12, detektiert. Vier Jahre später wurde bei einem dieser 
Patienten die Diagnose eines kolorektalen Karzinoms gestellt. 
Die Untersuchung von Mutationen verschiedener an der Tumorgenese beteiligten Gene 
aus der Kolonlavage hat den Vorteil, dass die Extraktion und folgende Amplifikation von 
Tumor-DNA wegen der PCR-Reaktion hemmenden Faktoren, sogenannten disturbing 
proteins, aus Fäzes weitgehend fehlen. Auch ist der Anteil mutierter DNA im Stuhl 
geringer. Deutliche Nachteile sind jedoch, dass für die Untersuchung von Mutationen aus 
der Kolonlavage eine Koloskopie notwendig ist, die ein invasives Verfahren mit wenig 
Akzeptanz für den Patienten darstellt. Auch der zeitliche und personelle Aufwand mit den 
damit verbundenen Kosten sind Faktoren, die eine Untersuchung für viele Patienten im 
Rahmen einer Screeninguntersuchung nicht ermöglichen.  
Sidransky et al. konnte ki-ras-Mutationen in acht von neun Stuhlproben von Patienten mit 
kolorektalem Karzinom und gesicherter Mutation in Gewebeproben nachweisen (90). 
Andere Arbeitsgruppen konnten in kleinen Fallzahlen ähnliche Ergebnisse beschreiben (2, 
69, 93). Villa et al. konnte nur in Stuhlproben von Patienten mit aktiven Morbus Crohn 
oder Colitis ulcerosa ki-ras-Mutationen nachweisen (107).  
Auf drei genetische Marker, p53, ki-ras und BAT26, untersuchten Dong et al. Stuhl im 
Vergleich mit Gewebe von 51 Patienten mit kolorektalen Karzinomen (26). Bei 30 
Patienten konnten im Tumorgewebe und im Stuhl p53-Mutationen nachgewiesen werden, 
3 BAT26-Deletionen wurden sowohl im Tumorgewebe als auch im Stuhl nachgewiesen 
und Mutationen in Kodon 12 und 13 des ki-ras-Gens wurden bei 19 von 50 Patienten im 
Tumor und bei 8 von 50 Patienten im Stuhl nachgewiesen. Es wurden keine Mutationen 
im Stuhl nachgewiesen, die nicht gleichzeitig auch im Tumorgewebe nachweisbar waren. 
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So konnte mit den 3 Tumormarkern zusammen 36 von 51 (71 %) Patienten mit 
kolorektalen Karzinomen detektiert werden. Bei 36 von 39 Patienten (92 %) mit 
Mutationsnachweis im Gewebe konnten auch im Stuhl Mutationen nachgewiesen werden.   
Im Rahmen dieser Arbeit wiesen 15,6 % aller Patienten mit Adenomen eine Mutation in 
p53 oder ki-ras auf, in der Kontrollgruppe waren es knapp 3%. Zwei Patienten mit 
hochgradiger Dysplasie wiesen eine genomische Mutation in der Kolonlavage auf. 
Hingegen zeigten sich bei fünf weiteren Patienten mit hochgradiger Dysplasie weder eine 
Mutation im p53- noch im ki-ras-Gen. Bei der limiterten Fallzahl dieser Studie ließ sich 
keine Beziehung zwischen dem histopathologischen Grad der Dysplasie und der Detektion 
von Mutationen nachweisen. 
Weiter konnte keine Korrelation zwischen der Größe sowie der Anzahl von Polypen mit 
dem Mutationsnachweis festgestellt werden. Bei drei Patienten mit Mutationen in der 
Kolonlavage wurden multiple Adenome diagnostiziert. Hingegen konnten bei 25 
Untersuchten mit mehreren Adenomen keine Aberrationen im p53- oder ki-ras-Gen 
detektiert werden. Ein gleiches Bild zeigte sich bei der Größe von Adenomen. Bei vier 
Patienten mit großen Adenomen, wobei die Größe mindestens 10 Millimeter Durchmesser 
betragen, wurden Mutationen festgestellt, 23 Patienten mit Adenomen gleicher 
Mindestgröße hatten jedoch keine Mutationen in der Kolonlavage, obgleich das 
Malignitätsrisiko und damit auch die Mutationswahrscheinlichkeit bei multiplen sowie 
großen Adenomen erhöht ist. Grund für die fehlende Korrelation zwischen Größe und 
Anzahl der Adenome mit dem Mutationsnachweis kann in der zu geringen Fallzahl sowie 
der unselektierten Größe und Anzahl der Polypen liegen. 
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass es möglich ist, Mutationen in der Kolonlavage 
bei Patienten mit Adenomen nachzuweisen. Nachfolgestudien mit einer größeren Anzahl 
an Patienten sollen klären, ob die Untersuchungen auf genomische Mutationen in der 
Kolonlavage eine diagnostische Verbesserung für Risikopatienten bringt.  
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Bei Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen wurden bei 15,0 % 
Mutationen nachgewiesen. Von 75 untersuchten Patienten mit Colitis ulcerosa wiesen 11 
eine Mutation in der Kolonlavage auf (14,7 %), davon sechs im p53- und fünf im ki-ras-
Gen. Die Mutationshäufigkeit unterschied sich entsprechend des Kolonbefalls. Patienten 
mit langjähriger Pankolitis hatten am häufigsten Mutationen (17,8 %), gefolgt von 
Patienten mit linksseitiger (13,4 %) beziehungsweise distaler Kolitis (6,7 %). Bei 52 Morbus 
Crohn-Patienten konnten acht Mutationen nachgewiesen werden, davon drei p53- und 
fünf ki-ras-Mutationen. Es zeigte sich, dass Mutationen bei fortgeschrittener 
Krankheitsdauer häufiger sind. Bei einer Krankheitsdauer von 7 bis 10 Jahren war keine 
genomische Aberrationen nachweisbar, wo hingegen bei einer Krankheitsdauer von 11 bis 
15 Jahren 5,8 % (n=3) und bei über 15jährigen Krankheitsverlauf 9,6 % (n=5) Mutationen 
nachgewiesen wurden. Die Ergebnisse unterstreichen die Tatsache, dass der 
Mutationsnachweis mit fortschreitender Krankheitsdauer sowie mit zunehmender 
Ausbreitung im Kolon beziehungsweise Rektum ansteigt, was der Theorie der 
Tumorgenese entspricht. Prämaligne Areale mit p53- und ki-ras-Mutationen könnten so 
bei Risikopatienten ausfindig gemacht werden.  
Die detektierten p53-Mutationen der untersuchten Patienten wurden mit DNA-
Sequenzierung verifiziert, wodurch die Sensitivität des SSCP-Verfahrens bestätigt wird. 
Serum-Antikörper gegen p53 konnten bei zwei Patienten (7,3 %) mit langjährigen Morbus 
Crohn, jedoch nicht bei Colitis ulcerosa diagnostiziert werden. Die Patienten mit den 
positiven Befunden im Serum wiesen keine Mutationen im p53- und ki-ras-Gen auf. 
In der Kontrollgruppe wurde in der Kolonlavage eine Mutation im p53-Gen (Exon 5) bei 
einer 54jährigen Patientin detektiert. In der Koloskopie konnte makroskopisch keine 
pathologische Veränderung der Mucosa festgestellt werden. Durch Endoskopie des oberen 
Darmtraktes, abdominelle Sonographie, Röntgen-Kontrastuntersuchung des 
Gastrointestinaltraktes, CT-Aufnahmen sowie konventionelle Röntgenuntersuchung des 
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oberen Thorax wurden Neoplasien im gesamten Verdauungstrakt, der Leber, der Lunge 
sowie des Pankreas ausgeschlossen. Innerhalb von zwei Jahren unterzog sich die Patientin 
weiterer Untersuchungen, die jedoch auf keine neoplastische Läsionen hinweisen. 
Familienanamnestisch stellte sich heraus, dass die 67 jährige Mutter der Patientin an einem 
Pankreaskarzinom verstarb. Aufgrund der Familienanamnese besteht ein erhöhtes Risiko, 
ebenfalls an einem Malignom zu erkranken und dieser Befund könnte auf eine in Zukunft 
entstehende maligne Transformation hinweisen.  
Die Tumornachsorge von Patienten mit kolorektalen Karzinomen steht den gleichen 
diagnostischen Problemen wie die Diagnose des primären Karzinoms gegenüber. Bei 
einem diagnostizierten Karzinom können die Ergebnisse der Untersuchung auf 
Mutationen im p53- und ki-ras-Gen aus der Kolonlavage vor der Diagnose mit den 
Ergebnissen danach verglichen werden. Der Verlauf bei wiederholten Untersuchungen 
könnte über den Erfolg nach chirurgischer Intervention, Radiatio oder 
chemotherapeutischer Therapie bewertet werden und unter Umständen auf ein Rezidiv 
oder eine Metastasierung hinweisen. Liegt ein negativer Mutationsnachweis unmittelbar 
nach therapeutischer Intervention vor und wird nach einiger Zeit wieder positiv, 
beziehungsweise steigt der Titer der Serum-Autoantikörper gegen p53 an, so könnten 
weitere diagnostische Untersuchungen unter Umständen ein Rezidiv bestätigen. Diese 
zusätzlichen molekularbiologischen und immunologischen Untersuchungen können eine 
Verbesserung des Screeningverfahrens in der Tumornachsorge darstellen. In wie weit 
sich die diagnostische Lücke der Koloskopie (15 % der Dysplasien werden übersehen) 
(14, 79) schließen lässt wird sich in Nachfolgestudien mit erhöhter Fallzahl zeigen. 
Aufgrund der geringen Akzeptanz von Patienten zur Durchführung einer Koloskopie, 
dem damit verbundenen Aufwand und der Kosten, sind leichter durchführbare 
Untersuchungen für eine große Anzahl an Patienten, da das kolorektale Karzinom zu den 
häufigsten Malignomen weltweit gehört, aussichtsreicher.  
Wenig invasive Nachweismethoden wie der direkte p53- oder ki-ras-Mutationsnachweis (7, 
59) im Serum können das Screening weiter vervollständigen. So untersuchten Borchers et 
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al. Seren von 16 Patienten mit kolorektalem Karzinom, 6 Patienten mit großen 
kolorektalen Adenomen, 3 Patienten mit Morbus Crohn und 4 mit Colitis Ulcerosa auf ki-
ras-Mutationen (16). Bei 5 Patienten (31 %) mit kolorektalem Karzinom und 2 Patienten 
(50 %) mit langjähriger Pancolitis Ulcerosa konnten Mutationen nachgewiesen werden. 
Weiter können sensitivere Untersuchungstechniken wie Fluorescence PCR oder 
„radiolabeled-probe Hybridisierungen“ die Detektion von Punktmutationen steigern (74). 
Die Begrenzung auf die „hot-spots“ könnten auf größere Abschnitte der zu 
untersuchenden Gene ausgeweitet werden, so dass Aussagen zu den bestimmten Genen 
und nicht nur zu einzelnen Nucleotid-Sequenzen gemacht werden können.  
Da es sich bei dem kolorektalen Karzinom um eine „heterogene“ Gruppe von 
molekulargenetischen Veränderung handelt, scheinen gleichzeitige Analysen mehrerer an 
der Onkogenese beteiligten Gene, zum Beispiel  APC, β-Catenin und DCC sinnvoll.  
Der Mutationsnachweis aus Stuhl kann neben den oben erwähnten Markern zusätzlich 
durch Mikrosatelliteninstabilitäten, zum Beispiel BAT26 (1, 2), bei verbesserten 
Nachweismethoden, auch aufgrund der nicht invasiven Untersuchung und der dadurch 
gegebenen breiten Anwendungsmöglichkeit, erweitert werden und so eine sinnvolle und 






Das kolorektale Karzinom gehört weltweit zu den häufigsten Todesursachen bei 
Tumorerkrankungen. An der Tumorgenese sind verschiedene Gene, beziehungsweise 
deren Mutationen beteiligt. Je nach Tumorstadium können der Adenom-Karzinom-
Sequez Mutationen bestimmter Tumorsuppressor- oder Onkogene zugeordnet werden. 
Wichtige Schritte stellen hier Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 und des 
Onkogens ki-ras dar. Der Haemoccult®-Test und die Koloskopie weisen eine begrenzte 
Sensitivität und Spezifität beziehungsweise zusätzlich ein invasives Verfahren auf. 
Molekularbiologische Untersuchungen verschiedener an der Tumorgenese beteiligten 
Gene könnten zu einer Verbesserung des Screeningverfahrens in der Tumorvor- und 
auch Nachsorge führen. 
In den vorliegenden Untersuchungen konnten Mutationen dieser Gene bei Patienten mit 
kolorektalen Adenomen sowie mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 
nachgewiesen werden. Mutationen in Kodon 12 und 13, Exon 1, im ki-ras-Gen wurden 
mittels Hybridisierung von Dot-blots mit Digoxigenin-markierten Oligonukleotiden, die 
p53-Mutationen wurden mittels SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) in 
einer Elektrophorese untersucht.  Bei 15,6 % der untersuchten Patienten mit Adenomen, 
versus 2,6 % in der Kontrollgruppe, wurden Mutationen nachgewiesen. Jedoch konnte in 
der untersuchten Fallzahl keine Korrelation zwischen der Größe sowie der Anzahl von 
Adenomen mit dem Mutationsnachweis festgestellt werden. 
Bei Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohn wurden 14,7 % beziehungsweise 
15,4 % Mutationen des p53- beziehungsweise ki-ras-Gens nachgewiesen. Es zeigt sich ein 
Zusammenhang zwischen dem Mutationsnachweis und der kolorektalen Ausbreitung 
sowie der fortschreitenden Krankheitsdauer, entsprechend der Tumorgenese bei 
chronisch entzündlichen Darmerkrankungen. Zudem konnten bei zwei Patienten mit 
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Morbus Crohn p53-Autoantikörper im Serum nachgewiesen werden. Hier bestand 
jedoch keine Korrelation mit dem Mutationsnachweis in der Lavage. 
Das Spektrum der Tumormarker sollte bezüglich APC, β-Catenin, DCC und dem 
Mikrosatellittenmaker BAT26 erweitert und sensitivere Untersuchungstechniken für 
Serum und Stuhl (zum Beispiel Genoccult) etabliert werden, damit Risikopatienten zur 
Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms früher diagnostiziert werden können.  
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